















杉 田 かず 芝一
医 字 博 士
第 5 209 FEコ7 
昭和 56 年 3 月 25 日
医学研究科病理系専攻
















Lf /mt) 添加培地で 4 日間の選択培養を 2 回繰り返して， 24個の耐性細胞クローンを得た。
各クローンにつき以下の実験により性状の解析を行った。
(1) ジフテリア毒素による蛋白合成の阻害;




(2) ジフテリア毒素のフラグメント A による EF2 の ADP リボシル化;
唱i? ?
各細胞株より得た EF2 を含む細胞抽出物に， DTT, HC-NAD+，フラグメント A を加えて37t で





以上の 3 実験の結果，得られた耐性株は初めに予想した通り二種類で， 1) 毒素による蛋白合成の
阻害パタンは感受性細胞に似ているが，全体にグラフが毒素の高濃度側にシフトしていること，フラ
グメント A による EF2 の ADP リポシル化は感受性細胞にほぼ等しいこと かっ 125 1 標識ジフテリア
毒素との結合が感受性細胞に比べて極端に低いこと，の三点を特徴とするものが18株， ll) 毒素の濃
度が低いうちは感受性細胞と同程度に蛋白合成が阻害されるが， 10- 3 Lf/IDt以上の濃度では蛋白合成
はコンスタントに毒素非添加時の50% を示すこと， EF2 の ADP リボシル化は感受性細胞-の約半分
であること，かっ 1吋標識毒素との結合は感受性細胞と同様に良好であるという特徴を持つもぬが 6
株あった。
前者は毒素のフラグメント B に対する細胞膜リセプタが変化したか または数が減少したかによっ
て，毒素との結合性が低下したと考えられるタイプのものであり，後者は，毒素の細胞内への侵入は
野性株と変わらないが， EF2 が変異したためフラグメント A による ADP リボシル化に抵抗するタイ
プのものである。
この二種類のミュータントのうち， EF2 が変異したものは優性変異であるので， その遺伝子を感
受性細胞に入れた場合に，毒素耐性形質が獲得されるかどうかをさらに試みた。
その手技として染色体導入を用いた。
EF2変異ミュータントである AB-10株から M期染色体を Ruddle らの方法に従って分離し，これを
リン酸カルシウムゲル法によって毒素感受性の FL細胞に導入した。染色体を感受性細胞に添加後，
DMSO あるいは HVJ 処理で導入効率を高める事にした。
その結果相当の効率で導入染色体の形質発現が見られ 感受性細胞が毒素耐性形質を獲得すること
が判った。その頻度は，染色体を添加しないコントロールが106 個の受与細胞あたり 3.3個しかコロニ














た。さらにジフテリア毒素A フラグメントによる無細胞系での EF2 の NAD リボシル化の定量， 或
は細胞表面の毒素レセプターをメチールアミン存在下で定量する事により 第一群の変異株は毒素レ
セプターには変化がなく EF2 がフラグメント A によって NAD リボシル化を受けないような変異を
おこしているもの 第 2 群は EF2 は正常で毒素レセプターに変異をおこしているものである事が明ら
かとなった。この第一群の変異は優性の表現等を示す筈なので この遺伝子を感受性ヒト細胞に導入
して毒素抵抗性を附与できる事を染色体導入法を用いて示すことにも成功した。
以上の成果は，遺伝子導入の co-transformation のマーカー遺伝子として，この変異 EF2 遺伝子
が使えることを示唆したもので高い評価が与えられる。博士論文として適当と認められる。
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